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(54) Titre : PRODUIT IMMUNOMODULATEUR OBTENU A PARTIR DUNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM ET COM 
^ POSITIONS LE CONTENANT 



^ (57) Abstract: The invention relates to an immunomodulatory product obtained from a Bifidobacterium culture, to the use thereof, 
^ especially as a medicament or a food ingredient, and to pharmaceutical or food compositions containing the same. 

O (57) Abr ^ : P^sente invention est relative a un produit immunomodulateur obtenu a partir d'une culture de Bifidobacterium 
a son utilisation, notamment a titre de medicament ou d'ingnSdient alimentaire, ainsi qu'aux compositions pharmaceutiques ou ali- 
^ mentaires le contenant. 
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PRODUIT IMMUNOMODULATEUR OBTENU A PARTIR D UNE 
CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM ET COMPOSITIONS LE CONTENANT 

La pr£sente Invention est relative a un produit immunomodulateur 
obtenu a partir d"une culture de Bifidobacterium, a son utilisation, notamment a titre 
de medicament ou d*ingr6dient alimentaire, ainsi qu'aux compositions 
pharmaceutiques ou alimentaires le contenant. 

Le genre Bifidobacterium fait partie de la famille des 
Actinomycetaceae ; il regroupe des bacilles a Gram positif, anaerobies stricts, 
fermentant le glucose par la voie de la fructose 6-phosphate phosphocetolase. Leur pH 
optimal de croissance est compris entre 6 et 7, et leur temperature optimale de 
croissance est comprise entre 37 et 46°C. 

Les bifidobacteries font partie de la flore intestinale humaine 
normale, et on leur reconnait de nombreux effets benefiques pour la sante. II est 
notamment connu que les nourrissons alimentes au sein, qui possedent une flore 
intestinale dans laquelle les bifidobacteries predominent, resistent mieux aux 
infections et presentent notamment un risque de diarrhee plus faible que les 
nourrissons nourris avec des preparations lact6es industrielles classiques. 

Le role des bifidobacteries dans cette resistance accrue aux 
infections n'a pas 6t6 completement elucide. Differentes etudes indiquent qu'elles 
possedent un pouvoir immunomodulateur qui impliquerait des substances 
polysaccharidiques associees a la paroi bacterienne, ou secretees par les bacteries au 
cours de la fermentation anaerobic Gomez et al, (FEMS Microbiol. Lett., 1988, 56, 
47-52) decrivent l'effet immunomodulateur de fractions exocellulaires riches en 
polysaccharides produites par Bifidobacterium adolescentis ; la demande de brevet FR 
2 652 590 decrit un exopolymere immunopotentiateur de nature polysaccharidique 
produit par une souche du continuum Bifidobacterium infantis longum ; Honoso et al. 
(Biosci. Biotech. Biochem., 1997, 61, 312-316 et Bioscience Microflora, 1998, 17, 97- 
104) decrivent des polysaccharides immunopotentiateurs produits par differentes 
especes de Bifidobacterium. L'action immunomodulatrice des bifidobact6ries se 
manifeste 6galement par la regulation de la microflore intestinale, en particulier au 
detriment du d6veloppement d'especes bacteriennes pathogene. Romond et al. 
(Anaerobe, 1997, 3, 137-143 et J. Dairy ScL, 1998, 81, 1229-1235) decrivent ainsi des 
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fractions riches en glycoproteines, produites par Bifidobacterium breve en conditions 
de fermentation anaerobie, et induisent in vivo un effet regulateur de la microflore 
intestinale. 

On trouve ainsi sur le march6 de nombreux produits fermentes par 
des bifidobacteries, eventuellement associees a d'autres bacteries lactiques, et dont 
l'ingestion permet de beneficier des effets immunomodulateurs des bifidobacteries et 
de leurs produits de fermentation. 

Cependant, et dans le cas particulier de l'alimentation infantile, 
ceux-ci presentent l'inconvenient d'etre trop acides et de presenter, notamment dans le 
cas des produits en poudre, un aspect non-homogene apres reconstitution, du fait de la 
coagulation des proteines du lait par l'acidite generee lors de la fermentation. lis sont 
done parfois mal acceptes par l'enfant et par la mere. 

Afin de remedier a ces inconvenients, il a deja ete propose dans la 
demande internationale WO 01/01785, un precede de preparation d*un produit lacte 
immunostimulant par bioconversion, sans fermentation et done sans acidification du 
produit final, d'un substrat laitier a l'aide de bifidobacteries, et en particulier de la 
souche Bifidobacterium breve, deposee selon le Traite de Budapest, le 31 mai 1999, 
sous le numero 1-2219 aupres de la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) tenue par l'lnstitut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris. 

Cependant, le proc6de de preparation d6crit dans cette demande 
internationale ne permet pas de preparer des produits alimentaires autres que des 
produits lactes et necessite des conditions de mise en oeuvre contraignantes d'un point 
de vue industriel, notamment le maintien de conditions de culture aerobies, le 
maintien du milieu de culture a une pression osmotique correspondant a 0,93 a 0,97 
d'activite de l'eau (AW), et/ou le maintien du milieu de culture a une temperature 
comprise entre 40 et 48°C. 

Par ailleurs, les bacteries du genre Bacteroides fragilis reprSsentent 
environ de 30 a 50 % de la flore presente dans les matieres f6cales chez lTiomme. Leur 
localisation est majoritairement au niveau du colon (10 u bact6ries par gramme de 
selles). Cependant, en cas de proliferation anormale, les bacteries du genre 
Bacteroides fragilis sont responsables de 80 % des infections bacteriennes anaerobies 
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et sont de plus en plus frequentes du fait de leur r&istance croissante aux traitements 
antibiotiques. Leur proliferation anormale dans 1'organisme peut entrainer : 

- la formation d'abces (abdominal, du cerveau, du foie, pelvien, 
poumon, rate), 

des septicemics, 

- des diarrhees, principalement chez les jeunes enfants, 
des endocardites, 

- des peritonites, 

- des pneumonies, notamment necrosantes. 

Un taux de mortality de 60 % en cas d'absence de traitement des 
infections a Bacteroides fragilis a 6te reporte. 

H peut done etre interessant de pouvoir disposer d'un produit 
permettant de controler la proliferation de Bacteroides fragilis. 

C'est done afin de rem6dier a Tensemble des inconvenients que 
presentent les produits decrits dans Tart anterieur et de pourvoir a un produit 
immunomodulateur pouvant etre incorpore dans tout type de produit alimentaire ou 
6tre utilise pour la preparation de compositions pharmaceutiques 
immunomodulatrices, que les Inventeurs ont mis au point ce qui fait Tobjet de 
Tlnvention. 

Les Inventeurs se sont 6galement donn6 pour but de pourvoir a une 
composition alimentaire ou pharmaceutique ayant un effet regulateur de la microflore 
intestinale, en particulier au detriment du developpement d'especes bact6riennes 
pathogenes, notamment Bacteroides fragilis. 

La presente Invention a done pour premier objet un produit 
immunomodulateur caract&ise par le fait qu r il est obtenu selon un procede de 
preparation comprenant les Stapes suivantes : 

- Tensemencement et Tincubation, en conditions aerobies ou 
anaerobies, preferentiellement anaerobies, et a une temperature comprise entre 30 et 
40°C environ, de Bifidobacterium comprenant au moins la souche Bifidobacterium 
breve 1-2219 dans un substrat aqueux presentant un pH compris entre 6 et 8 environ, 
et comprenant au moins les ingr6dients suivants : 

i) du perm6at de lactos6rum, 
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ii) un hydrolysat de proteines de lactoserum, 

iii) du lactose, 

- relimination des Bifidobacterium du substrat aqueux ; 

- Mtrafiltration du substrat aqueux sur des membranes de filtration 
ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa pour obtenir un retentat 
concentre ; 

- la deshydratation du retentat concentre, de preference par 

lyophilisation ; 

- la mise en solution du retentat deshydrate dans un tampon ; 

- la chromatographic d'exclusion sur gel sur colonne presentant un 
seuil d'exclusion de 600 kDa de la solution du retentat ; 

- la recuperation de la fraction exclue a Tissue de la 
chromatographic qui constitue le produit immunomodulateur. 

La fraction exclue obtenue en mettant en oeuvre le procSde conforme 
a l'lnvention presente des proprietes immunomodulatrices ; elle permet en particulier 
de stimuler la proliferation des Bifidobacterium et de diminuer la population en 
Bacteroides fragilis au sein de la flore intestinale. 

Selon Tlnvention, le permeat de lactoserum entrant dans la 
composition du substrat aqueux peut se presenter sous la forme d'une poudre, obtenue 
par ultrafiltration de lactoserum, apres s^chage (par spray ou par toute autre technique 
de sechage), de la fraction liquide, d6min6ralisee ou non, qui franchit la membrane 
lors de Pultrafiltration du lactoserum. 

Les hydrolysats de proteines de lactoserum utilisables dans le cadre 
de la pr&ente Invention, peuvent etre obtenus par les m&hodes habituellement 
utilises pour la preparation des hydrolysats de proteines, notamment par hydrolyse 
enzymatique des prolines de lactoserum h I'aide de proteases telles que la trypsine, la 
chymotrypsine, etc... De nombreux concentres ou isolats de proteines seriques de 
mSme que des hydrolysats de proteines de lactoserum, convenant pour la mise en 
ceuvre de l'lnvention sont connus en eux-mgmes et disponibles dans le commerce. 

Avant son utilisation, le substrat aqueux est de preference filtre sur 
membranes, telles que par exemple sur des membranes en polyethersulfone, ayant un 
seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa, puis le permeat autoclave a une 
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temperature d f environ 120°C pendant environ 30 minutes de fa?on a eviter toute 
containination bacterienne indesirable du milieu culture. 

Avant emploi, le pH du substrat aqueux peut etre ajuste a la valeur 
desiree a l'aide de tout agent alcalinisant classiquement utilise par lTiomme du m6tier 
tel que par exemple la soude ou la potasse. 

Les Bifidobacterium sont, de preference, ensemences dans le 
substrat aqueux a raison de 1.10 4 a 4.10 9 unites fonnant colonies (UFC) par ml de 
substrat. Cet ensemencement peut s'effectuer par exemple par addition au substrat 
aqueux, dans des proportions adaptees, d'un concentre congele de Bifidobacterium, ou 
d'une pre culture sur milieu permettant la croissance de bifidobacteries. 

Selon une forme de realisation prefSree de l'lnvention, le pH du 
substrat aqueux est maintenu a une valeur comprise entre 6 et 8 environ pendant toute 
la periode d f incubation, et encore plus preferentiellement entre 6,5 et 7,5. Le maintien 
du pH est de preference realise par une neutralisation en continu du substrat aqueux a 
l'aide d'un agent alcalinisant tel que d6crit pr^cedemment ou par une solution 
d'ammoniaque diluee (de preference au demi). 

Selon une forme de realisation preferee de 1 'Invention, la 
temperature du substrat est maintenue a une valeur comprise entre 37 et 40°C environ 
pendant toute la duree de l'incubation, celle~ci 6tant g6neralement comprise entre 10 
et 20 heures. 

Selon une forme de realisation preferee du precede conforme a 
Tlnvention, les ingredients du substrat aqueux sont presents dans les quantity 
suivantes : 

i) permeat de lactoserum : de 3 a 80 g environ et encore plus 
preferentiellement de 40 a 60 g environ, 

ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 2 a 80 g environ et 
encore plus preferentiellement de 5 h 15 g environ, 

iii) lactose : de 5 a 50 g environ et encore plus preferentiellement 
de 1 0 a 30 g environ, 

ces quantites etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 
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Selon une forme de realisation particuliere de ^Invention, le substrat 
aqueux peut comprendre en outre au moins un ingredient additionnel choisi parmi les 
extraits de levure, les sels tampon et le chlorhydrate de cysteine, 

Lorsque le substrat aqueux comprend un sel tampon, celui-ci est 
5 preferentiellement choisi parmi le dihydrogenophosphate de sodium et le 
dihydrogenophosphate de potassium et represente alors de preference de 0,5 a 5 g 
environ et encore plus preferentiellement de 1,5 a 3 g environ par litre de substrat 
aqueux. 

Lorsque le substrat aqueux comprend un extrait de levure, celui-ci 
10 represente alors de preference de 0,5 a 5 g environ, et encore plus preferentiellement 
de 1 ,5 a 3 g environ par litre de substrat aqueux. 

Lorsque le substrat aqueux comprend du chlorhydrate de cysteine, 
celui-ci represente alors de preference de 100 a 500 mg environ et encore plus 
preferentiellement de 200 a 400 mg environ par litre de substrat aqueux. 
15 A la fin de la periode d'incubation, l'elimination des 

Bifidobacterium du milieu de culture peut etre realisde par exemple par microfiltration 
ou par centrifugation du substrat aqueux. Selon une forme de realisation preferee de 
Tlnvention, T61imination des Bifidobacterium du milieu de culture est realisee par 
centrifugation du substrat aqueux, par exemple a une vitesse de 3000 g pendant une 
20 duree d'environ 1 heure. 

Selon une forme de realisation pr6feree de Tlnvention, le procede 
comporte en outre, apres l'etape d'elimination des Bifidobacterium, une etape 
suppl&nentaire de destruction des activity enzymatiques residuelles contenues dans 
. le substrat aqueux apres incubation, par exemple par un traitement thermique de celui- 
25 ci a une temperature d'environ 75°C pendant environ 3 minutes. 

L'&ape d'ultrafiltration du substrat aqueux est de preference realisee 
sur des membranes en poly&hersulfone, a une temperature inf&rieure a 60°C environ. 

A la fin de l'etape d'ultrafiltration, le retentat concentre ainsi obtenu 
est de preference lave plusieurs fois, par exemple k Teau permutee avant d'etre 
30 finalement reconcentr6 avant d'Stre deshydrate par exemple par lyophilisation. 
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Le tampon utilis6 pour la mise en solution du retentat deshydrat6 est 
de preference choisi parmi les tampons presentant im pH compris entre 6 et 8 tels que 
par exemple le tampon Tris ajuste au pH voulu par ajout d'acide chlorhydrique. 

La nature des gels utilisables pour realiser la chromatographie 
d'exclusion n'est pas critique a partir du moment que ceux-ci presentent un seuil 
d'exclusion de 600 kDa. A titre de gel on peut notamment utiliser les gels composes 
de dextrane et d'agarose reticule tels que le produit vendu sous la denomination 
commerciale Superdex® 200 par la societe Amersham Biosciences. 

Lorsque la chromatographie est terminee, la fraction exclue 
recuperee peut ensuite etre dialysee contre de l'eau distillee puis eventuellement diluee 
de fa9on a revenir a la concentration initiale de la fraction exclue. 

Enfin, la fraction exclue constituant le produit immunomodulateur 
peut etre utilisee directement ou congelee ou lyophilisee pour conservation et 
utilisation ulterieure. 

Cette fraction exclue est essentiellement constitute d"un complexe 
de polysaccharides et de proteines dans lequel la fraction glucidique represente de 5 a 
30 % en poids environ, la fraction proteique representant environ de 70 a 95 % en 
poids par rapport au poids total dudit complexe. 

Selon 1 'Invention, la fraction glucidique de la fraction exclue 
presente la composition en monosaccharides suivante (exprimee en rapports molaires 
par rapport au rhamnose) : galactose : 5,5 a 8 ; mannose : 0,8 a 1,3 ; glucose : 2,5 a 5 ; 
N-acetyl galactosamine : 0,3 a 1 ; N-acetyl glucosamine : 0,07 a 0,3 ; acide 
neuraminique 0 a 0, 1 5 et rhamnose : 1 . 

Selon llnvention, la fraction proteique de la fraction exclue peut 
comprendre au moins un peptide, obtenu par hydrolyse trypsique, repondant a au 
moins Tune des sequences suivantes : 

- RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l) 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 
L'Invention a egalement pour objet le produit immunomodulateur 

obtenu selon le procede decrit precedemment a titre de medicament, et en particulier a 
titre de medicament immunomodulateur. 
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Un autre objet de llnvention est une composition pharmaceutique 
caracterisee par le fait quelle renferme, a titre de principe actif, au moins un produit 
immunomodulateur obtenu selon le precede decrit precedemment, et au moins un 
support pharmaceutiquement acceptable. 
5 Par pharmaceutiquement acceptable on entend tout support qui tout 

en conservant au produit immunomodulateur obtenu selon le precede conforme a 
Tlnvention ses proprietes, particulierement ses proprietds immunomodulatrices, 
permet de vehiculer ledit produit. 

La composition pharmaceutique selon Tlnvention peut se presenter 
10 sous toute forme gal&iique souhaitee pour une administration par voie orale a 
lliomme ou a Tanimal, comme par exemple sous forme liquide pour un sirop ou une 
solution, un spray, ou sous forme solide comme par exemple une poudre, un 
comprime, line gelule, une capsule, un spray poudre, dans leurs formes diverses, 
liberation immediate ou programmee, une gomme, une pate, des granules, ou sous 
1 5 toute autre forme adaptee a Padministration par voie orale. 

Le produit immunomodulateur obtenu selon le precede confoime a 
Tlnvention peut 6galement 6tre incorpore, k titre d'ingredient, dans des compositions 
alimentaires. 

Par consequent, Tlnvention a egalement pour objet une composition 
20 alimentaire caracterisee par le fait qu'elle renferme, a titre d'ingredient, au moins un 
produit immunomodulateur obtenu selon le precede conforme a Tlnvention. 

De telles compositions alimentaires peuvent Stre destinees a 
Talimentation humaine ou animale et peuvent notamment se presenter sous forme 
d'une preparation lactee ou non, fermentee ou non, d'origine animale ou vegetale, y 
25 . compris notamment les formules infantiles ou pour adultes et seniors, et en particulier 
sous forme d'une preparation lact6e infantile, de lait liquide ou en poudre, de produits 
frais, de cereales, de biscuits (fourrage), de petits pots, de desserts, etc, ou bien encore 
sous forme de produits alimentaires ou dietetiques pour adultes, dont les produits 
hospitaliers, ou de complements nutritionnels. 
30 La pr6sente Invention sera mieux comprise k Paide du complement 

de description qui va suivre, qui se refdre a des exemples de preparation du produit 
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immunomodulateur confonne a 1 'Invention, ainsi qu'aux figures annexees dans 
lesquelles : 

- la figure 1 represente le chromatogramme obtenu apres injection 
sur une colonne garnie d'un gel de Superdex® 200 d*un milieu 
de culture fermente pendant 15 heures par la souche 
Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 (absorbance en millivolts 
en fonction du temps ecoule en minutes) ; 

- la figure 2 compare les chromatogrammes obtenus apres 
injection sur une colonne garnie d'un gel de Superdex® 200 d'un 
milieu de culture fermente par la souche Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 ou par la souche B. breve CFPL (Collection de la 
Faculte de Pharmacie de Lille) C7 (absorbance en millivolts en 
fonction du temps ecoule en minutes) ; 

- la figure 3 represente un agrandissement de la figure 2. 
EXEMPLE 1 : PREPAR ATION D'UN PRODUIT IMMUNOMODULATEUR 
OBTENU PAR CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 

On prepare un milieu de culture contenant les ingredients suivants : 

- 50 g/1 de permeat de lactoserum, 

- 10 g/1 d'hydrolysat de proteines de lactoserum, 

- 20 g/1 de lactose, 

- 2 g/1 d'extrait de levure, 

- 2,5 g/1 de dihydrogenophosphate de potassium, 

- 0,3 g/1 de chlorhydrate de cysteine. 

Le milieu de culture est ultrafiltre sur cassettes Centramate® 
vendues par la societ6 PALL, munies de membranes en polyethersulfone ayant un 
seuil de coupure de 200 kDa et le permeat est autoclave pendant 30 minutes a 120°C. 
Le pH du milieu de culture est alors ajuste a une valeur de 6,5 a l'aide d'une solution 
d'ammoniaque diluee au quart. 

Le milieu de culture est ensuite ensemence avec les bifidobacteries a 
raison de 6 %o (v/v) d'un concentre congele de la souche de Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 contenant 5.10 10 UFC de bifidobacteries par ml de concentre congele. 
La population initiale en bacteries est de 3.10 8 UFC de bifidobacteries par ml de 



WO 2004/093898 



PCT/FR2004/000874 



10 

milieu de culture. Les bifidobacteries sont cultivees en anaerobiose, a une temperature 
comprise entre 37 et 40°C. Pendant la culture, le pH du milieu de culture est regul6 a 
6,5 au moyen d'une solution d'ammoniaque diluee au quart. Le temps de culture est 
de 15 heures, et la population de Bifidobacterium en fin de culture est environ de 2.10 7 
UFC par ml de milieu de culture. 

En fin de culture, les bacteries sont eliminees du milieu de culture 
fermente par une centrifugation de 1 heure a 3000 g. Les activites enzymatiques 
residuelles contenues dans le surnageant de centrifugation sont detruites par un 
traitement thermique de 3 minutes a 75°C. 

Le surnageant est ultrafiltre sur cassettes Centramate® vendues par 
la societe PALL, munies de membranes en polyethersulfone ayant un seuil de coupure 
de 300 kDa a une temp6rature de 40°C environ, fi est ainsi concentre 3 fois, puis lav6 
3 fois a l'eau permutee. Pendant le dernier lavage, on opere une concentration de 7 
fois de la partie retenue par la membrane. On obtient ainsi un concentre appele 
retentat. Le retentat est deshydrate par lyophilisation, puis repris dans un tampon Tris- 
NaClapH8. 

1) Etude de la composition dn retentat obtenu 

La composition du retentat est etudiee par chromatographic 

d'exclusion. 

Pour ce faire, 25 nl de retentat sont injectes a un debit de 0,6 ml par 
minute sur colonne de gel Superdex® 200 vendu par la societe Amersham 
Biosciences et presentant un seuil d'exclusion de 600 kDa, couplee a un detecteur UV 
a barrette de diodes (200-300 nm). L'integration du signal est realisee a l'aide du 
logiciel KromaSystem® 2000 vendu par la societe Kontron Instruments. Deux 
fractions sont ainsi separees : une fraction exclue du gel est elu6e apres 12,5 minutes a 
partir de l'injection et une fraction filtree est eluee de 16 a 32 minutes a partir de 
1 'injection. 

Les resultats obtenus sur le r6tentat apres 15 heures de fermentation 
sont reportes sur la figure 1 annexee qui represente l'absorbance (en millivolts) en 
fonction du temps ecoul6 (en minutes) depuis l'injection du retentat sur la colonne. 
Ces resultats represented un chromatogramme typique montrant la fraction exclue et 
la fraction filtree du retentat ainsi analyse. 
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Les figures 2 et 3 represented les chromatogrammes obtenus apres 
analyse d'un retentat issu d'une culture realisee comme decrite precedemment et d'un 
retentat issu d'une culture realis6e dans les memes conditions mais avec une souche 
differente de bifidobacteries (B. breve CFPL C7). 

La figure 2 represente l'absorbance (en millivolts) en fonction du 
temps 6coule (en minutes) depuis l'injection sur la colonne des retentats 
correspondants aux deux cultures realisees respectivement avec la souche B. breve 
CNCM 1-2219 et avec la souche B. breve CFPL C7. Ces resultats montrent que, 
contrairement au retentat de la culture realisee avec la souche de B. breve CNCM I- 
2219, le chromatogramme du retentat de la culture realisee avec la souche de B. breve 
CFPL C7 ne presente aucun pic correspondent a la fraction exclue et a la fraction 
filtree du retentat. En revanche, la figure 3 qui represente un agrandissement de la 
figure 2, montrent qu'il est necessaire d'agrandir considerablement l'echelle 
d'absorbance de la figure 2 pour faire apparaitre la fraction exclue et la fraction filtree 
du retentat correspondant a la culture realis6e avec la souche B. breve CFPL C7. Ces 
resultats demontrent ainsi que la souche B. breve CFPL C7 ne presente pas le potentiel 
de production de principes actifs que represente la souche B. breve CNCM 1-2219. 
2) Preparatio n de la fraction exclue du retentat 
Le retentat concentre, prealablement repris dans un tampon Tris- 
NaCl pH 8, est soumis a une chromatographic preparative. La separation est realisee 
par chromatographic sur colonne de gel Superdex® 200 vendue par la societe 
Amersham Biosciences de 50 mm de diametre et 100 cm de hauteur, alimentee a un 
debit de 5 ml par minute et presentant un seuil d'exclusion de 600 kDa. Les fractions 
sont collectees par 10 ml et leur absorbance est mesuree a 280 nanometres. 
Deux fractions sont ainsi s6parees : 

- une fraction exclue du gel de poids moleculaire superieur a 600 
kDa (temps de retention de 130 a 180 minutes +/- 10 %), 

- une fraction filtree de poids moleculaire compris entre 200 et 600 
kDa (temps de r6tention de 1 87 a 370 minutes +/- 10 %). 

La fraction exclue ou partie active est dialysee contre de l'eau 
distillee puis diluee de facon a revenir a la concentration du retentat. Cette fraction 
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peut ensuite etre conservee sous forme congelee ou lyophilis6e. La fraction filtree peut 
egalement etre conservee de la meme maniere. 

EXEMPLE 2: ANALYSE DE LA COMPOSITION GLUCIDIOUE ET 
PROTEIOUE PE LA P A RTIE ACTIVE (FRACTION EXCLUE^ PREPAREE 
A PARTIR D'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 

1) Analyse de la composition glucidique de la partie active 
La poudre lyophilisee de fraction exclue telle que preparee ci-dessus 
a l'exemple 1 (10 mg) est reprise par de lliydrazine anhydre pure (200-300 
microlitres). Le melange est incube une nuit a 1 10°C, seche sous flux d'azote et repris 
dans 1 ml d'eau. La solution est ensuite fractionnee par permeation de gel sur colonne 
Fractogel TSK, vendue sous la reference HW40 par la societ6 Merck.et 1'elution est 
realisee en eau. La presence de sucres dans les differentes fractions recueillies est 
recherchee par la methode a l'orcinol et par chromatographie sur couche mince. Les 
resultats obtenus (non representes) montrent que la majorite des sucres est dans la 
fraction non retenue sur le gel (>10 kDa) et migre peu apres chromatographie sur 
couche mince. La partie glucidique de la fraction exclue constitue done un 
polysaccharide de masse molaire superieure a 10 kDa. La partie glucidique de la 
fraction exclue represente environ 1 5 a 20 % en masse de celle-ci. 

La composition molaire de la fraction glucidique de la partie active 
est determine par chromatographie en phase gazeuse apres methanolyse a l'aide d'un 
melange de 0,5 M d'acide hydrochlorique et de methanol pendant 24 heures a 80°C. 

Deux echantillons de la fraction exclue (Echantillons 1 et 2 CNCM 
1-2219 : respectivement El et E2), provenant de deux essais differents realises selon 
l'exemple 1, sont analyses. 

A titre de comparaison, les memes analyses ont ete realisees sur un 
echantillon ou la souche Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 a ete remplacee par la 
souche Bifidobacterium breve CFPL C7 (Echantillon C7) cultivee dans les memes 
conditions, ainsi que sur un 6chantillon ou la souche Bifidobacterium breve CNCM I- 
2219 a et6 cultiv6e sur un milieu lactose non conforme a l'lnvention (Echantillon 
milieu lactose : ML) de composition suivante : 

- 60 g/1 de lactose, 

- 2 g/1 d'extrait de levure, 
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- 0,3 g/1 de chlorhydrate de cysteine. 

Les etapes suivantes d'extraction et de purification etant 
comparables en tout point a celles decrites precedemment 

Les rapports molaires en monosaccharides donnes (exprimes par 
rapport au rhamnose) obtenus pour la fraction exclue de ces differents echantillons 
sont regroupes dans le Tableau I suivant : 





TABLEAU I 




El 


E2 


C7* 


ML* 


Galactose 


6,50 


7,60 


2,00 


3,80 


Mannose 


0,92 


1,10 


2,70 


6,20 


Glucose 


3,20 


4,30 


3,50 


2,70 


N-acetyl galactosamine 


.0,80 


0,47 


1,00 


0,10 


N-ac^tyl glucosamine 


0,17 


0,10 


0,38 


0,10 


Acide neuraminique 


0,08 




0,49 




Rhamnose 


1,00 


1,00 


0 


1,00 



* : echantillon comparatif ne faisant pas partie de PInvention. 



On peut noter l'absence de rhamnose dans l'echantillon C7 ou la 
souche Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 a ete remplac6e par la souche 
Bifidobacterium breve CFPL C7. On peut egalement constater que la repartition des 
sucres entre les echantillons El et E2 est differente de celle de l'echantillon ML 
correspondant a la souche Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 cultivee sur un milieu 
lactose non conforme a l'Invention. En particuUer, les echantillons El et E2 
renferment plus de galactose et de N-acetyl galactosamine que l'echantillon ML et 
moins de mannose que l*6chantillon ML. 

2 ) Analyse de la composi tion proteique de la partie active 
La fraction proteique de la partie active represente environ 80 a 
85 % en masse de celle-ci. 

Le sequen9age de la partie proteique de la partie active est realise 
apres une etape de prot6olyse a 1'aide d'une solution de trypsine a 1 % dans un 
tampon Tris 0,1 M a pH 8.5, comme decrit dans l'article Rosenfeld J. et al, Analytical 
Biochemistry, 1992, 203, 173-179. 
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Les peptides sont purifies par HPLC en phase inverse sur une 
colonne Ultrasphere® ODS (octadecylsilane) d'un diametre de 2 mm et d'une 
longueur de 200 mm vendue par la societe Beckmann. L'elution est effectuee par un 
gradient lineaire d'acetonitrile dans une solution d'acide trifluoroacetique a 0,1 %. 
5 Les peptides isoles sont s6quences (selon la methode d6crite dans 

l'article de Rosenfeld J. et aL, precite) sur un appareil de reference Procise 492 vendu 
par la societe Perkin-Elmer. 

Les sequences sont ensuite compares a celles contenues dans les 
bases de donnees suivantes : GenBank CDS translation, PDB (Protein Data Bank), 
10 SwissProt, PIR (Protein Information Resource), PRF (Protein Research Foundation), 
en utilisant le programme BLAST 2.2 (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI 
(National Center for Biotechnology Information). 

Cette analyse a permis de montrer que la fraction prot6ique de la 
partie active est constitute majoritairement de peptides du milieu laitier (lactofemne, 
15 Beta-lactoglobuline, Serum albumine...), d'une partie qui presente une bonne 
homologie (60% minimum) avec une sequence de proteine de Bifidobacterium 
longum (RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l), et d'une partie dont il n'a 
pas ete possible de determiner d'homologie significative avec des sequences 
connues et poss6dant les sequences suivantes : 
20 - RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 
EXEMPLE 3 : ET UDE DE L'ACTTVITE IMMUNOMODTJLATRICE DE T,A 
FRACTION EXCLUE DU RETENTAT 

1) Effet de l a fraction exclue sur la flore intestinale des souris 
25 L'effet de la fraction exclue (partie active), obtenue selon le procSde 

decrit ci-dessus a 1'exemple 1, sur revolution de la flore intestinale des souris a ete 
6tudie. 

Le test a et6 realist sur des souris mSles C3H qui sont des souris de 
deuxieme generation d'une lignee d'animaux axeniques, auxquelles est implantSe une 
30 flore intestinale humaine adulte (provenant du CDTA, Centre de Distribution, Typage 
& Archivage animal, CNRS, Orl6ans, France). 
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Les souris sont maintenues dans des isolateurs pour eviter toute 
modification de leur nouvelle flore intestinale. A leur reception, les souris sont agees 
de 8-10 semaines. Un temps d'adaptation d'au moins 2 semaines est laisse aux souris 
apres reception pour supprimer tout stress du au transport et pour qu'elles 
s'acclimatent a leur nouvel environnement. 

Pendant toute cette duree d'adaptation et jusqu'au debut de 
l'experience, ces souris disposent d'eau sterile comme boisson. 

Pendant toute la duree de l'experience, la nourriture utilisee comme 
base alimentaire est un r6gime standard de granules R03 vendus par la societe UAR 
sterilises par irradiation, contenant 25 % de proteines, 49,8 % de glucides, 5 % de 
lipides et 4 % de cellulose. 

Pendant les 21 jours d'essai, l'eau des biberons est remplacee par les 
differents produits a tester c'est-a-dire la fraction filtree, et la fraction exclue, a raison 
de 6 ml par jour et par souris. Un changement quotidien des biberons est realis6 afin 
d'eviter toute modification de la composition des produits a tester par proliferation 
bacterienne. Les selles sont recolt6es pour 1'analyse avant le traitement (TO), puis au 
' 6 » au 15hnC et au 21 4,116 jour durant 1 'administration du produit (T7, T15 et T21). 

Chaque produit est teste sur un lot d'au moins 6 souris et on suit 
revolution des bacteries Bifidobacterium et Bacteroides fiagilis dans la flore 
intestinale des souris. 

Les prelevements de selles sont faits dans des tubes a hemolyse 
steriles et sont peses aseptiquement puis dimes en solution prereduite de Ringer diluee 
au quart et supplement^ en chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1), de facon a obtenir des 
dilutions au dixieme allant de 10" 1 a lO" 4 . Le contenu est enfin depos6 a raison de 100 
^ par boite, sur differents milieux de culture contenus dans des boites de Petri : 

- Milieu de Beerens (Be) (compose de 35 g/1 de base gelose 
Columbia, 5 g/1 de glucose, 0,3 g/1 de chlorhydrate de cysteine, 0,5 % d'acide 
propionique et ajuste a pH 5) pour la recherche et le denombrement de 
Bifidobacterium, apres etalement de dilutions allant de 10" 1 a 10" 4 ; 

- Milieu Bacteroides Bile Esculine (BBE) (compose de 37 g/1 de 
tryptone, 32 g/1 de Bile Esculin Agar (DIFCO), 0,5 g/1 d'esculine, 0,5 g/1 de citrate de 
fer ammoniacal, 0,2 % d'une solution d'h6mine a 5 mg/ml, 0,25 % d'une solution de 
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gentamicine a 40 mg/ml et 10 g/1 d'agar; ajuste a pH 7 et autoclav6 15 minutes a 
120 °C) pour la recherche et le denombrement de Bacteroides fi-agilis, apres etalement 
de dilutions allant de 10" 1 a 10" 3 . 

L'etalement est realise a l'aide de billes de verre steriles sur les 
milieux indiques et la lecture des milieux est realisee apres 5-7 jours d'incubation en 
anaerobiose a 37°C. 

L'identification des bacteries est realisee d'une part apres 
description des colonies obtenues sur chacun des milieux et d'autre part a l'aide d'une 
coloration de Gram. 

Les resultats concemant Involution de Bifidobacterium et de 
Bacteroides fragilis dans les selles des souris sont reportes respectivement dans les 
Tableaux II et III suivants : 

TABLEAU n 



Bifidobacterium 





TO 


T7 


T15 


T21 


Fraction filtree 


3,8 ± 0,5 
(9) 


4,3 ± 0,55 
(ID 


4,75 ± 1,15 
(9)* 


nd 


n= 18 


n= 18 


n= 18 




Fraction exclue 


4,02 ± 0,74 
(8) 


4,54 ± 1,0 
(ID 


4,56 ± 0,36 
(12)* 


4,76 ± 0,27 
(6)* 


n= 18 


n=18 


n= 12 


n = 6 


nd : non determine^ * : p<0,025 
TABLEAU m 


Bacteroides fragilis 




TO 


T7 


T15 


T21 


Fraction filtree 


4,4 ± 0,7 
(15) 


4,4 ± 0,5 
(12) 


4,3 ± 0,7 
(12) 


4,1 ± 0,9 
(7) 


n= 18 


n= 18 


n= 18 


n= 12 


Fraction exclue 


4,28 ± 0,35 
(18) 


3,99 ± 0,37 
(8) 


3,74 ± 0,28 
(9) 


3,2 ± 0,16 
(4)** 


n= 18 


n= 18 


n= 12 


n = 6 



nd : non d6termine, * : p<0,025 ; ** : p<0,05 
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Dans ces tableaux, les resultats obtenus sont exprimes en moyenne 
et ecart-type du log du nombre d'UFC/g de selles, et n est le nombre de souris 
utilisees pour chaque produit et jours testes (comparaison de rang par test de 
Wilcoxon pour echantillons apparies), les asterisques indiquent les resultats 
significatifs par rapport au temps TO. Dans ces tableaux, le chiffre mentionne entre 
parenthese correspond au nombre de souris dans lesquelles est presente la bacterie en 
question au dessus du seuil de detection. Les resultats correspondants au milieu non 
ensemence sont similaires a la valeur obtenue a TO et restent constants au cours du 
temps pendant les 21 jours de l'experience (resultats non represents dans les 
tableaux). 

Ces resultats montrent que 1' administration de l'une quelconque des 
deux fractions (exclue ou filtree) conduit effectivement a une augmentation des 
Bifidobacterium mais que seule la fraction exclue est efficace pour provoquer une 
diminution de la population en Bacteroi'des Jragilis au sein de la flore intestinale des 
souris. 

2) Effet de la fraction exclue sur la regulation de la translocation 
intestinale des micro-organismes 

La mesure de la translocation intestinale des micro-organismes chez 
la souris est effectuee sur les souris males de lignee C3H a flore humaine adulte 
(61evage au CDTA-CNRS, Orleans, France). Pendant toute la duree d'adaptation et 
jusqu'au debut de l'experience, ces souris disposent d'eau sterile comme boisson. 

Pendant toute la duree de l'experience, ces souris seront nourries 
avec des granules R03 sterilises par irradiation. 

A l'Sge de 10-12 semaines, debut de l'experience, on constitue trois 
groupes, un groupe de 18 souris qui recevra pendant toute la duree de l'experience la 
fraction exclue des metabolites de Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 a la place de 
l'eau des biberons, a raison de 8-10 ml par jour et par souris pendant que deux autres 
groupes de 12 et 23 souris recevront respectivement la fraction filtree ou continueront 
de recevoir de l'eau sterile (groupe contr61e). 

Au 21 fime jour, on effectue un pr616vement de selles comme decrit 
precedemment et les souris sont sacrifices pour r6aliser une etude bacteriologique. 



WO 2004/093898 



PCT/FR2004/000874 



18 

Deux types de donnees sont obtenus a partir de P analyse des organes 
des souris sacrifices : 

- la translocation par organe cible, c'est-a-dire revaluation du 
nombre de souris ayant Porgane cible contamine et du pourcentage de la population 

5 presentant une contamination de Porgane cible. 

- la dissemination bacterienne, c'est-a-dire l'intensite de la 
dissemination bacterienne representee par le nombre d'organes positifs ainsi que le 
nombre de souris et le pourcentage de la population presentant une dissemination 
d'une intensite donnee. 

10 Afin de prelever les organes k analyser, Panimal est extrait de 

Pisolateur, transfer^ dans des conditions aseptiques sous une hotte a flux laminaire, et 
sacrifie par inhalation de chloroforme. 

La peau est decontamin<§e avec de Palcool a 70°, puis sur chaque 
souris les organes sont pr<§leves de fa?on aseptique dans Pordre suivant : sang du 

15 coeur, poumon, foie, rate et rein. Afin d'en evaluer le poids, une fraction de chaque 
organe est mise en suspension dans 9 ml d'une solution de Ringer (diluee au quart, 
supplementSe en chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et regeneree en eau bouillante 
pendant 15 minutes). Les organes sont ensuite broy£s a Paide d'vme pipette Pasteur 
sterile k usage unique « Pastette® » vendue par la society VWR ou « Liquipette® » 

20 vendue par la soci&e Gosselin. Ensuite, 100 ^1 de la suspension mere et de la dilution 
decimale suivante sont States a Paide de billes de verre steriles sur g£lose Columbia 
(vendue par la societ6 Beckton-Dickinson), supplement^e en glucose (5 g/1), en 
chlorhydrate de cysteine (0,3 g/1) et en sang de cheval (5 % v/v, vendu par la soci6te 
Eurobio). Apres une incubation en ana6robiose pendant 7 jours a 37°C, on effectue le 

25 denombrement de chaque type de colonies puis on determine la morphologie des 
bacteries apres une coloration Gram. 

Les resultats obtenus, relatifs a Panalyse de la translocation par 
organe cible, sont regroup6s dans le Tableau IV suivant : 



30 
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TABLEAU TV 



Organe cible 


Groupe 
controle 


Fraction filtree 


Fraction 
exclue 


c 

p 


Rein 


12 a (52,2) b 


8(66,7) 


7 (38,9) 


NS 


Rate 


13 (56,5) 


9(75,0) 


3 (16,7)* 


P<0,01 


Foie 


10 (43,5) 


8 (66,7) 


5 (27,8) 


NS 


Poumon 


11 (47,8) 

a . 


7(58,3) 


2(11,1)* 


P<0,02 



Porgane cible 



pourcentage de la population presentant une contamination de 



° - comparaison des groupes ayant consomme un des produits par 
rapport an groupe controle a l'aide du test exact de Fisher. 

Le groupe presentant une difference significative est marque" d'une 

asterisque *. 

Les resultats ainsi obtenus montrent que la rate et le poumon sont 
moins frequemment contamines dans la population pour laquelle l'eau de boisson a &6 
substitute par la fraction exclue que dans la population controle de souris ayant recu 
de l'eau comme boisson. 

Par ailleurs, ces resultats font apparaitre que la fraction filtree est 
sans effet sur la regulation de la translocation bacterienne. 

Les resultats obtenus concernant la dissemination bacterienne sont 
regroupes dans le Tableau V suivant : 

TABLEAU V 



Intensite de 
dissemination 


Groupe 
controle 


Fraction 
filtree 


Fraction 
exclue 


d 

P 


! Faible (0-l) a 


8" (35) c 


3(25) 


12 (66,7)* 


P<0,043 


Moyenne (2) 


4(17) 


1 (8,3) 


5 (27,8) 


NS 


Forte (3-4) 


11 (48) 


8 (66,7) 


1 (5,5)* 


P<0,004 



a - intensite de la dissemination bacterienne representee (entre 
parentheses) par le nombre d'organes positifs, 



donnee, 



nombre de souris presentant une dissemination d'une intensite 
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= pourcentage de la population presentant une dissemination d'une 

intensite donnee, 

d = comparaison des groupes ayant consomme un des produits par 
rapport au groupe contrdle a l'aide du test exact de Fisher. Le groupe presentant une 
difference significative est marque d'une asterisque *. 

Le nombre de souris presentant moins d'un organe contamine 
(intensite de dissemination faible) est plus eleve dans la population pour laquelle l'eau 
de boisson a ete substituee par la fraction exclue, que dans la population contrdle de 
souris ayant recu de l'eau comme boisson. 

En outre, le nombre de souris presentant au moins trois organes 
contamines (intensite de dissemination forte) est plus faible dans la population pour 
laquelle l'eau de boisson a ete substituee par la fraction exclue, que dans la population 
controle de souris ayant recu de l'eau comme boisson. 

On constate done que la dissemination des bacteries est moins 
intense chez les souris ayant recu de l'eau de boisson complementee par la fraction 
exclue. Dans ce cas, la regulation de la translocation bacterienne est plus efficace. 

3) Effet de la fraction ex clue sur 1 'expression des galectines 1 et 3 

La mesure de 1 'expression des galectines- 1 et -3 est effectuee sur les 
souris a flore humaine adulte decrites precedemment. 

A l'age de 12-14 semaines, debut de l'experience, on constitue deux 
groupes de souris, un groupe de souris qui recevra pendant toute la duree de 
l'experience la fraction exclue contenant les metabolites de Bifidobacterium breve 
CNCM 1-2219 a la place de l'eau des biberons, a raison de 10 ml par jour et par souris 
pendant qu'un autre groupe de souris continuera de recevoir de l'eau (groupe 
contrdle). 

Aux 7*-", 15^ et 21*™ jours, un lot de souris est sacrifie pour 
rdaliser une etude biologique sur l'expression des galectines-1 et -3, evaluee par le 
dosage de l'ARNm codant pour ces galectines par RT-PCR quantitative (Polymerase 
Chain Reaction). Les organes preleves sur les souris du groupe controle sacrifices au 

7 enre j^me ^ 2 j4me j QUr ^ ^ yggg^^j^ pgr organe afin dg 00^^^ ^ poo l 

servant de controle pendant toute la dur6e de l'experience. 
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La modification de 1 'expression des galectines-1 et -3 dans les 
organes testes constitue un indicateur de l'effet des metabolites produits par la souche 
de Bifidobacterium breve CNCM 1-2219 contenus dans la fraction exchie. 

Les galectines-1 et -3 sont dosees dans la rate et les poumons de 
souris ayant ete sacrifices comme decrit precedemment. 

Pour ce faire, une fraction de poumon (un lobe) et la moitie de la 
rate sont prelevees st6rilement et dans cet ordre sur chaque souris. Les fragments sont 
ensuite deposes dans des boites de Petri prealablement traitees pendant 24 heures avec 
une solution sterile d'eau et de DEPC (DiEthyl PyroCarbonate, vendu par la societe 
Sigma) a 1/1000. Les organes sont alors perfuses une premiere fois avec du tampon 
PBS a l'aide d'une seringue et d'une aiguille st6rile afin d'en eliminer le sang. Les 
organes sont ensuite transfers dans une autre boite de Petri contenant 200 microlitres 
de PBS additionne de 50 unites d'inhibiteur de RNase (vendu par la Societe Applied 
Biosystems) et sont perfuses a nouveau avec cette solution. Les organes sont enfin 
d6coupes en tranches infSrieures a 5 mm qui sont deposees dans un tube Biopur® 
(Eppendorf) contenant 0,5 ml d'une solution de stabilisation de l'ARN, vendue sous la 
reference RNALater® par la societe Qiagen. Les organes sont ensuite stockes au 
congelateur a -20°C jusqu'a l'analyse. 

a) Extraction des ARN totaux des organes preleves 

L'ARN total est extrait des tissus apres lyse cellulaire selon le 
protocole d'utilisation du kit d'extraction RNeasy protect® vendu sous la r6ference 
74126 par la societe Qiagen. 

Pour ce faire, la solution de stabilisation est retiree et une bille de 
tungstene traitee au DEPC ainsi que 600 microlitres d'une solution de lyse (tampon 
RLT contenu dans le kit) sont ajoutes a chaque organe. lis sont ensuite broyes a l'aide 
d'un broyeur RETSCH MM2000, puis centrifuges a 13000 g pendant 3 minutes a 4°C. 
Le surnageant est alors place dans un tube de 1,5 ml contenant 600 microlitres 
d'ethanol a 70 % puis homogeneise. Une partie de cette solution (700 microlitres) est 
ensuite deposee sur une colonne de filtration qui permet d'accrocher les ARN, pour 
etre centrifugee a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Apres avoir vide le tube collecteur, 
700 microlitres d'un tampon de lavage (tampon RW1 contenu dans le kit) sont ajoutes 
sur la colonne qui sera centrifugee a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Le tube 
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collecteur est a nouveau vide et 500 microlitres d'un second tampon de lavage 
contenant de l'ethanol a 70 % (tampon RPE contenu dans le kit) est ajoute sur la 
colonne pour etre centrifugee a 8000 g pendant 1 minute a 4°C. Cette derniere etape 
est renouvelee mais en effectuant une centrifiigation a 13 000 g pendant 2 minutes a 
5 4°C. Enfin, 30 microlitres d'un tampon d'elution pennettant de decrocher les ARN de 
la colonne (tampon RNase free contenu dans le kit) sont ajoutes sur la colonne. 
L'eluat est alors centrifuge a 8 000 g pendant 1 minute a 4°C apres avoir et6 incube a 
temperature ambiante pendant 5 minutes. L'etape d'elution est a nouveau effectuee et 
les Echantillons ainsi obtenus sont congeles rapidement a -80°C. 

10 Une quantite equivalente a une unite de DNase, vendue par la 

societ6 Boehringer, est ajoutee a chaque echantillon qui est ensuite incube au bain- 
marie a 37°C pendant 15 minutes. 

Afin d'6valuer la quantite d'ARN total des echantillons, ceux-ci sont 
dilu6s au l/8 toe dans de Teau sterile qui est plac6e dans une microcuve permettant la 

15 lecture de Pabsorbance a 260 nm sur un spectrophotometre UV de reference 
Genquant, vendu par la societe Pharmacia. Pour obtenir la concentration en ARN total 
des echantillons, la valeur de la density optique (DO) ainsi obtenue est multipliee par 
le facteur de dilution et par 40 (une unite de DO = 40 microgramme/ml d'ARN). 

b) RT-PCR q uantitative utilisant la methodologie Tag Man® 

20 La RT-PCR quantitative est realisee a Paide du kit qPCR™ Core Kit 

vendu par la societe Eurogentec dans un thermocycleur de reference Abi Prism 7700 
{Sequence Detection System, Applied Biosystems) vendu par la soci&e Perkin Elmer. 
Le melange r6actionnel resume dans le tableau VI suivant est realis6 : 

25 



30 
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TABLEAU VI 



Reactifs 


Volume en jil/tube 


v^uiitcnirauou 
finale 


Tampon PCR (10 x) * 


5 


1 X 


MgCl 2 (50mM)* 


5 


5mM 


dNTP (2,5 mM) * 


6 


300 uM 


Amorce sens (10 pM) 


1 


200 uM 


Amorce anti-sens (10 pM) 


1 


200 uM 


Sonde (lOpM) 


1 


200 uM 


Inhibiteur de RNase (40 unites) 


0,5 


20 unites 


Polymerase Hot Gold Star (5 unites) 


0,25 


1,25 unites 


MuLV (5 unites) 


0,25 


12,5 unites 


ARN totaux 


10 


lOOng/tube 


Eau pure 


qsp 50 pi 





* produit foumi dans le kit qPCR™ Core Kit 
Le melange reactionnel est soumis au programme suivant : 10 
5 minutes a 65°C pour 61iminer les structures secondaires des ARN, 30 minutes a 42°C 



pour activer la transcriptase inverse, 10 minutes a 95°C pour activer la polymerase, 15 
secondes a 95°C pour denaturer les brins d'ADN et 1 minute a 61°C pour 
lTiybridation et l'elongation a partir des amorces. Quarante cycles sont effectues pour 
les deux dernieres Stapes. 
10 L'expression des galectines-1 et -3 est evaluee par rapport a 

l'expression d'un gene de reference, tel que celui codant pour la p-actine dont 
l'expression est constante. 

Les sondes et les amorces utilisees et choisies grace au logiciel 
Primer Express® vendu par la society Perkin Elmer sont les suivantes : 
15 Galectine-1 : 

Sens : 5'-TCA ATC ATG GCC TGT GGT CTG-3' (SEQ ID n° 4) 
Anti-sens : 5'-AAG CTC TTG GCG TCC GAG G-3' (SEQ ID n° 5) 
Sonde : 5'-TCG CCA GCA ACC TGA ATC AAC CTG-3' (SEQ ID n° 6) 
Galectine-3 : 

20 Sens : 5'-AAT GGC AGA CAG CTT TTC G-3 ' (SEQ ID n° 7) 
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Anti-sens : 5'-GAT CAT GGC GTG GTT AGC-3' (SEQ ID n° 8) 
Sonde: 5'-TTC CAC TTT AAC CCC CGC TTC AAT GAG AAC-3* 
(SEQ ID n° 9) 
B-actine : 

Sens : 5'-TGG CGC TTT TGA CTC AGG ATT-3' (SEQ ID n° 10) 
Anti-sens : 5'-GGG ATG TTT GCT CCA ACC AAC-3' (SEQ ID n° 1 1) 
Sonde : 5'-GCC GTC GCC TTC ACC GTT CCA GTT TTT-3' (SEQ ID 
n° 12) 

Afin de valider chaque microplaque soumise aux cycles de PCR, un 
calibreur est prepare a partir d'organes d'un lot de 6 souris C3H a flore humaine 
soumises a un regime alimentaire standard (eau sterile et granules R03) sur lesquelles 
les poumons et la rate ont ete preleves. Les ARN totaux de chaque organe ont ete 
extraits a I'aide du protocole prec6demment decrit pour les organes des lots de souris a 
tester. Les differents extraits ainsi obtenus sont ensuite rassembtes pour chaque organe 
afin de constituer un pool servant de calibreur pendant toute la duree de Panalyse. 

Lors de Tanalyse, les prelevements a tester sont deposes en duplicate 
et la gamme Stalon realisee a partir de 1'echantillon calibreur est d6pos6e en triple. 
Une moyenne est alors realisee a partir de chaque pr61evement et pour PSchantillon 
calibreur. 

Les resultats de l'expression relative de la galectine-1 par rapport a 
la p-actine sont regroupes dans le Tableau VII suivant : 

TABLEAU VII 





Alimentation 


Organe 


Controle 


Fraction exclue 




7i 


15 i 


21 i 


Rate 


n= 17 a 


n = 6 


n = 6 


n = 3 


2,78 b (l,6-3,47) c 


1,15 (0,72-1,36) 
U = 0 p<0,002 
test bilateral 


4,5 (3,76-6,92) 
U = 7p<0,002 
test bilateral 


12,51 (9,68-13,74) 
U = 0 p<0,002 
test bilateral 


Poumon 


n= 16 


n = 6 


n = 4 


n = 6 


1,145 (0,69-1,93) 


0,8 (0,56-1,08) 
U= 17,5 p<0,05 
test bilateral 


1,72(1,67-1,88) 
U = 5 p<0,02 
test bilat6ral 


1,465 (0,86-1,77) 
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Les resultats de l'expression relative de la galectine-3 par rapport a 
la p-actine sont regroupSs dans le Tableau VHI suivant : 

TABLEAU Vm 





Alimentation 


Organe 


Controle 


Fraction exclue 




7j 


15j 


21 j 


Poumon 


n=16 a 


n = 6 


n = 3 


n = 6 


l,295 b (0,56-2,26)° 


1,04(0,86-1,16) 


0,76 (0,41-1) 
U = 8 p<0,05 
test unilateral 


0,91 (0,75-1,31) 



10 



15 



20 



25 



Dans les tableaux VII et VIII : 

- a = nombre de souris par lot ; 

- b = mediane de l'expression relative de galectine ; 

- c = r6sultats extremes d'expression relative de galectine ; 

- la valeur designee par la lettre U est la valeur statistique du test U 
de Mann-Whitney ; 

- p indique le seuil de significativite de la methode. 

Ces resultats montrent qu'une augmentation de l'expression de la 
galectine-1 est observ6e dans la rate des souris pour lesquelles l'eau de boisson a ete 
substitute par la fraction exclue. L'expression de la galectine-1 (induction de 
l'apoptose cellulaire, en particulier de lymphocytes T actives) chez les animaux 
controles est deux fois plus elevee par rapport a celle de l'actine, ce qui semble etre en 
relation avec la contamination bacterienne de l'organe (l'expression de la galectine-1 
est significativement inferieure en absence de bacteries dans la rate - U = 1 5, p<0,05 - 
et elle augmente en fonction du taux de contamination bacterienne lorsqu'il y a des 
bacteries - correlation r = 0,77, p<0,05, test de Spearman). L'expression de la 
galectine-1 se normalise apres 7 jours de prise de la fraction exclue, puis augmente 
ulterieurement d'un facteur 4 a 10 respectivement a 15 et 21 jours de prise 
(independamment de la contamination bacterienne residuelle de l'organe). Dans les 
poumons, l'expression relative de la galectine-1 est normale chez les souris contrdle et 
la diminution faible mais significative apres 7 jours de prise de la fraction exclue est 
suivie d'une augmentation (transitoirement significative a 15 jours de prise) puis 
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d'une normalisation de 1'expression de la galectine-1 apres 21 jours de prise de la 
fraction exclue. 

Ces resultats montrent egalement qu'une baisse de Texpression de la 
galectine-3 est observ6e dans les poumons des souris pour lesquelles l'eau de boisson 
5 a et6 substitute par la fraction exclue. 

L'ensemble de ces rtsultats demontre que la fraction exclue (produit 
immunomodulateur obtenu selon le procede confonne a 1'Invention) a un effet 
immunomodulateur et permet d'augmenter la population de Bifidobacterium et de 
diminuer la population en Bacteroides fragilis. 
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REVENDICATIONS 

1. Produit immunomodulateur caracterise par le fait qu'il est obtenu 
selon un procede de preparation comprenant les etapes suivantes : 

- l'ensemencement et l'incubation, en conditions aerobies ou 
ana&obies et a line temperature comprise entre 30 et 40 °C environ, de 
Bifidobacterium comprenant au moins la souche Bifidobacterium breve 1-2219 dans 
un substrat aqueux presentant un pH compris entre 6 et 8 environ, et comprenant au 
moins les ingredients suivants : 

i) du permeat de lactoserum, 

ii) un hydrolysat de proteines de lactoserum, 

iii) du lactose 

- Telimination des Bifidobacterium du substrat aqueux ; 

- Tultrafiltration du substrat aqueux sur des membranes de filtration 
ayant un seuil de coupure compris entre 100 et 300 kDa pour obtenir un retentat 
concentre ; 

- la d6shydratation du retentat concentre ; 

- la mise en solution du retentat deshydrat6 dans un tampon ; 

• la chromatographic d'exclusion sur gel sur colonne presentant un 
seuil d'exclusion de 600 kDa de la solution du retentat ; 

- la recuperation de la fraction exclue k Tissue de la 
chromatographic qui constitue le produit immunomodulateur. 

2. Produit immunomodulateur selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que les Bifidobacterium sont ensemences dans le substrat aqueux k raison de 
L 1 0 4 a 4. 1 0 9 unites formant colonies par ml de substrat. 

3. Produit immunomodulateur selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise par le fait que la temperature du substrat est maintenue une valeur 
comprise entre 37 et 40°C pendant toute la duree de Tincubation. 

4. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise par le fait que le pH du substrat aqueux est maintenu 
k une valeur comprise entre 6 et 8 pendant toute la periode d ! incubation. 
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5. Produit inimunomodulateur selon la revendication 4, caracterise 
par le fait que le pH du substrat aqueux est maintenu a une valeur comprise entre 6,5 
et 7,5 pendant toute la periode d'incubation. 

6. Produit immunomodulateur selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que les ingredients du substrat 
aqueux sont presents dans les quantites suivantes : 

i) permeat de lactoserum : de 3 a 80 g, 

ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 2 a 80 g, 

iii) lactose : de 5 a 50 g 

ces quantites etant donnees par litre dudit substrat aqueux. 

7. Produit immunomodulateur selon la revendication 6, caracterise 
par le fait que les ingredients du substrat aqueux sont pr6sents dans les quantites 
suivantes : 

i) perm6at de lactoserum : de 40 a 60 g, 

ii) hydrolysat de proteines de lactoserum : de 5 a 1 5 g, 

iii) lactose : de 10 a 30 g 

ces quantites etant donn6es par litre dudit substrat aqueux. 

8. Produit immunomodulateur selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracteris6 par le fait que le substrat aqueux comprend en 
outre au moins un ingredient additionnel choisi parmi les sels tampon, les extraits de 
levure et le chlorhydrate de cysteine. 

9. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que le substrat aqueux comprend un sel tampon choisi parmi le 
dihydrogenophosphate de sodium et le dihydrogenophosphate de potassium qui 
represente de 0,5 a 5 g par litre de substrat aqueux. 

10. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait l'extrait de levure represente de 0,5 a 5 g par litre de substrat aqueux. 

11. Produit immunomodulateur selon la revendication 8, caracterise 
par le fait que le chlorhydrate de cysteine represente de 100 a 500 mg par litre de 
substrat aqueux. 

12. Produit immunomodulateur selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que Mimination des 
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Bifidobacterium du milieu de culture est realisee par microfiltration ou par 
centrifugation du substrat aqueux. 

13. Produit immunomodulateur selon la revendication 12, caracterise 
par le fait que l'elimination des Bifidobacterium du milieu de culture est realisee par 
centrifugation du substrat aqueux. 

14. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que le precede comporte en outre, 
apres Tetape d'elimination des Bifidobacterium, une etape supplemental de 
destruction des activites enzymatiques residuelles contenues dans le substrat aqueux 
apres incubation. 

15. Produit immunomodulateur selon Time quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que la chromatographic d'exclusion 
est realisee sur un gel de dextrane et d'agarose reticule. 

16. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, caracterise par le fait que la fraction exclue est 
essentiellement constitute d f un complexe de polysaccharides et de proteines dans 
lequel la fraction glucidique repr6sente de 5 a 30 % en poids, la fraction proteique 
representant de 70 a 95 % en poids par rapport au poids total dudit complexe. 

17. Produit immunomodulateur selon la revendication 16, caracterise 
par le fait que la fraction glucidique de la fraction exclue pr<§sente la composition en 
monosaccharides suivante (exprimee en rapports molaires par rapport au rhamnose) : 
galactose : 5,5 a 8 ; mannose : 0,8 a 1,3 ; glucose : 2,5 a 5 ; N-acetyl galactosamine : 
0,3 a 1 ; N-acetyl glucosamine : 0,07 a 0,3 ; acide neuraminique 0 a 0,15 et rhamnose : 
1. 

18. Produit immunomodulateur selon la revendication 16, caracterise 
par le fait que la fraction proteique comprend au moins un peptide repondant a au 
moins Tune des sequences suivantes : 

- RELGIGTPSFLHNGGQWYIYA (SEQ ID n°l) 

- RVLYNPGQYXYVR (SEQ ID n°2) 

- EQATANGQVSSGQQSTGGSAAP (SEQ ID n°3) 

19. Produit immunomodulateur selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, a titre de medicament. 
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20. Produit immunomodulateur selon l'une quelconque des 
revendications prec6dentes, a titre de medicament incununomodulateur. 

21. Composition pharmaceutique caracterisee par le fait qu'elle 
renfenne, a titre de principe actif, au moins un produit immunomodulateur obtenu 
selon le procede tel que defini a l*une quelconque des revendications 1 a 1 8, et au 
moins un support pharmaceutiquement acceptable. 

22. Composition pharmaceutique selon la revendication 21, 
caracterisee par le fait quelle est destinee a Tadministration par voie orale et qu'elle se 
presente sous forme liquide ou solide. 

23. Composition alimentaire caract6ris6e par le fait qu ! elle renfenne, 
a titre d'ingredient, au moins un produit immunomodulateur obtenu selon le procede 
tel que d6fini a Tune quelconque des revendications 1 a 18. 

24. Composition alimentaire selon la revendication 23, caracterisee 
par le fait qu'elle se presente sous la forme d'une preparation lactee ou non, fennentee 
ou non, d'origine animale ou v6g^tale, y compris de formules infantiles, pour adultes 
ou pour seniors. 

25. Composition alimentaire selon la revendication 24, caracterisee 
par le fait qu'elle se presente sous la forme de lait liquide ou en poudre, de produits 
frais, de c6r6ales, de biscuits (fourrage), de petits pots, de desserts, de produits 
hospitallers, de produits di&etiques ou de complements nutritionnels. 
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F191 ext 189 seq. ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMPAGNIE GERVAIS-DANONE 
PETAY, Valerie 
LECROIX, Francis 
perrin , Emmanuel 
GONTIER, Charles 
blareau , 3 ean -Pier re 
ROMOND , Mari e-Benedi cte 
SINGER, Elisabeth 
ODOU , Mari e-Fran^oi se 
DEMAILLY-MULLIE, Catherine 

<120> PRODUIT IMMUNOSTIMULANT OBTENU A PARTIR D'UNE CULTURE DE BIFIDOBACTERIUM 
ET COMPOSITIONS LE CONTENANT 

<130> F191 EXT 189 

<150> FR0304746 
<151> 2003-04-16 

<150> FR0403158 
<151> 2004-03-26 

<160> 12 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 21 
<212> PRT 

<213> Bifidobacterium breve 
<400> 1 

Arg Glu Leu Gly lie Gly Thr Pro Ser Phe Leu His Asn Gly Gly Gin 

Page 1 
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1 5 

Trp Tyr lie Tyr Ala 
20 

<210> 2 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Bifidobacterium breve 

<220> 

<221> MISC_FEATURE 

<222> (10) . . (10) 

<223> acide amine quelconque 

<400> 2 

Arg val Leu Tyr Asn Pro Gly Gin Tyr Xaa Tyr val Arg 
1 5 10 

<210> 3 

<211> 22 

<212> PRT 

<213> Bifidobacterium breve 

<400> 3 

Glu Gin Ala Thr Ala Asn Gly Gin val ser ser Gly Gin Gin ser Thr 
1 5 10 15 

Gly Gly ser Ala Ala Pro 
20 

<210> 4 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> PCR primer 
<400> 4 

Page 2 
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F191 ext 189 seq. ST25.txt 
tcaatcatgg cctgtggtct g 21 

<210> 5 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> PCR primer 
<400> 5 

aagctcttgg cgtccgagg 19 

<210> 6 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> probe 

<400> 6 

tcgccagcaa cctgaatcaa cctg 24 

<210> 7 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> PCR primer 

<400> 7 

aatggcagac agcttttcg 19 

<210> 8 
<211> 18 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

Page 3 
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<223> PCR primer 
<400> 8 

gatcatggcg tggttagc 18 

<210> 9 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> probe 

<400> 9 

ttccacttta acccccgctt caatgagaac 30 

<210> 10 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> PCR primer 
<400> 10 

tggcgctttt gactcaggat t 

<210> 11 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> PCR primer 

<400> 11 

gggatgtttg ctccaaccaa c 

<210> 12 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 

Page 4 



WO 2004/093898 PCT/FR2004/000874 

F191 ext 189 seq. ST25.txt 

<220> 

<223> probe 
<400> 12 

gccgtcgcct tcaccgttcc agttttt ? 7 
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